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論文内容要旨
 ζ研究目的還
 ヒト悪性腫瘍の発生,進展には種々の染色体異常が関与していることが明らかとなってきたが,
 これら多種多様の染色体異常を一度に検索することは極めて困難である。今回我々は,悪性腫瘍
 の遺伝子欠失領域をスクリーニングする新しい方法としてchromosomesuppressioninsitu
 hybridization(CSISH)法を考案したのでその有用性を確認するとともに,食道癌切除標本お
 よび食道癌細胞株における遺伝子欠失領域を検索することを目的とした。
 (CSISH法の原理)遺伝子異常のない健常人の染色体塗布標本に遺伝子変化のない正常組織
 より抽出したDNAをhybridizeさせるとほぼ全染色体上のDNAと相補的に結合するのに対し,
 ある部分に欠失領域のある腫瘍組織のDNAをhybridizeさせた場合,acceptorの染色体上にこ
 の欠失部位はhybridizeされない。そこにacceptorより抽出したDNAをビオチン標識したのち
 hybridizeさせると腫瘍DNAがhybridizeしていないこの欠失部位にhybridizeする。これに抗
 ビオチンーFITCを結合させると,染色体上の輝点として観察される,という原理に基づいてい
 る。
 【方法彊
 遺伝子異常のない健常人染色体塗布標本をdirectR-banding法により処理後,腫瘍DNAを
 hybridizeする。次いでビオチン標識した同一健常人DNAをhybridizeし,さらにアビジンーFI
 TCによる反応を行った後PropidiumIodideで対比染色し,蛍光顕微鏡で観察する。染色体上
 の輝点の位置より腫瘍組織における欠失部位を同定した。
 【対象および結果運
 最初にCSISH法の有用性を確認するため既にhomozygousdeletionが同定されている2種類
 の肺癌細胞株ACC-L-5およびNCI-H-82を用い本法による検索を行った結果,それぞれの細胞
 株のhomozygousdeletionの認められる3p21～22および2q33領域に一致して染色体上の輝点
 が認められた。これにより本法の有用性が確認された。次に術前未治療の食道癌切除標本11例
 を用いた検索で本法により欠失部位として同定された部位は1q32～telomere:4/11(36.4%),
 3P21～22:8/11(72.7%),5q31～33:2/11(18.2%),6q16～22:2/11(18.2%),7q21～31:
 5/11(45.5%),9q31～33:5/11(45.5%),11q22～23:3/11(27.3%),14P:7/11(63.6%),
 17p:2/11(18.2%),21p:6/11(54.5%),が主な部位として認められた。東北大学第二外科に
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 おいて樹立継代した食道癌細胞株15例(TE1～TE15)において本法により欠失部位として同定
 された部位は,1q32～telomere:13/15(86.7%),2q33～34:2/15(13.3%),3p21～22:15/15
 (100%),5q31～33:9/15(60%),6q16～22:2/王5(13.3%),7q21～31:12/15(79.1%),
 gP21～23:7/15(46.7%),9q31～33:9/15(60%),1iq22～23:7/15(46.7%),14P:11/15
 (73,3%),14q24～31:5/15(33.3%),17p:6/15(40%),17q22～24:2/15(13,3%),18p:
 2/15(13.3%),19p:5/15(33.3%),20q:2/15(i3.3%),21p:7/15(46.7%)が主な部位と
 して認められた。食道癌細胞株における欠失部位は食道癌切除標本に比してより多く認められる
 傾向があり,また食道癌切除標本で主に認められた領域は食道癌細胞株ではほとんどがさらにそ
 の頻度を増して認められた。さらに食道癌切除標本ではあまり認められなかった9p21～23,
 14q24～31,19pなどにも欠失部位としての輝点が認められた。
 【結論男
 本研究において考案されたCSISH法は,腫瘍組織における欠失部位を染色体上に広く同定す
 る方法として今までに報告されていない方法であり,またその有用性が確認された。CSISH法
 により食道癌および食道癌細胞株における検索で既知の領域に加え,今まであまり報告されてい
 ない新たな欠失領域と考えられる部位が同定された。今後検索精度の向上という課題が残されて
 いるが,本法は今後ヒト悪性腫瘍における遺伝子欠失領域ひいては癌抑制遺伝子の探索のため広
 く応用されることが期待される。
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「 審査結果の要旨
 ヒト悪性腫瘍の発生,進展には種々の遺伝子異常が関与していることが明らかとなってきたが,
 これら多種多様の異常部位を一度に検索することは極めて困難である。本研究では悪性腫瘍の遺
 伝子欠失領域をスクリーニングする新しい方法として,chromosomesuppressioninsi七uhy-
 bridiza七ion法(以下CSISH法と略す)を考案し,その有用性を欠失部位の明らかとなっている
 肺癌細胞株2例を用いて確認するとともに,食道癌切除標本11例および食道癌細胞株15例にお
 ける遺伝子欠失領域を検索している。
 まずCSISH法の原理は以下のように要約される。“遺伝子異常のない染色体標本に遺伝子変
 化のない正常組織より抽出したDNAをhybridizeさせるとほぼ全染色体上のDNAと相補的に
 結合する。一方,ある部分に欠失領域のある腫瘍組織より抽出したDNAを同様にhybridizeさ
 せた場合,acceptorの染色体上においてこの欠失部位はhybridizeされない。そこでその上に
 acceptorより抽出した健常DNAを標識したのちhybridizeさせると,腫瘍DNAがhybridize
 していないこの欠失部位に標識DNAがhybridizeされ,これが染色体上の輝点として可視化さ
 れる"という原理に基づいている。
 CSISH法を用いた検索で2種類の肺癌細胞株それぞれのhomozygousdele七ionの部位に一致
 して染色体上の輝点が認められたことにより本法の有用性が確認された。次に術前未治療の食道
 癌切除標本11例を用いた検索で本法により,1q32-telomere,3p21～22,5q3i～33,6q16～22,
 7q21～31,9q31～33,11q22～23,14p,17p,21pが主な部位として認められた。さらに食道癌
 細胞株15例において本法により欠失部位として同定された部位は,上記の食道癌切除標本にお
 ける部位に加えて9p21～23,14q24～31,19pが主な部位として認められた。
 本研究において考案されたCSISH法は,腫瘍組織における遺伝子欠失部位を染色体上に広く
 検索する方法として今までに報告されていない画期的な方法であり,またその有用性が欠失部位
 の明らかとなっている細胞株を用いて確認された。またCSISH法により今回検索された食道癌
 および食道癌細胞株における反応部位には今まで報告されていない新たな欠失領域と考えられる
 部位も含まれていた。それ故,CSISH法は今後の癌研究における遺伝子欠失部位,ひいては癌
 抑制遺伝子の局在部位の探索のための一助となりうると考えられ,本研究は学位授与に値するも
 のである。
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